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SOURCES D ' ELECTRONEBULI SATION PLANAIRES SUR LE MODELE 
D f UNE PLUME DE CALLIGRAPHIE ET LEUR FABRICATION 

DESCRIPTION 

5 DOMAINS TECHNIQUE 

La pr6sente invention conceme des sources 
d' electron6bulisation originales, leur proced6 de 
fabrication et leurs applications . 

10 ETAT DE IiA TECHNIQUE ANTERIEURE 

L'61ectron6bulisation est le ph^nomene qui 
transforme un liquide en un nebulisat sous 1' action 
d'une haute tension (M. CLOUPEAU "Electrohydrodynamic 
spraying functioning modes: a critical review. Journal 

15 of Aerosol Science (1994), 25 (6) f 1021-1036") . Pour ce 
faire, le liquide est amend dans un capillaire et est 
soumis k une haute tension continue ou alternative ou a 
une superposition des deux (Z. HUNEITI et al., "The 
study of AC coupled DC fields on conducting liquid 

20 jets", Journal of Electrostatics (1997), 40 & 41 97- 
102) . En sortie de capillaire, le liquide est nebulis6 
sous 1' action de la tension. La surface du menisque 
form6 par le liquide est allongee pour former un ou des 
cones de Taylor d f ou sont 6ject6es des gouttelettes de 

25 liquide charg6es qui 6voluent pour donner un gaz 
contenant des particules chargdes . La formation du 
nebulisat est observee lorsque les forces 61ectriques 
dues £l 1' application de la tension compensent et 
d6passent les forces de tension de surface du liquide 
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sur la section du capillaire en 1' extremity dudit 
capillaire. 

La taille du capillaire , et plus 
prdcisement son orifice de sortie, est en relation 
5 directe avec le debit de liquide sortant du capillaire 
et la tension k appliquer pour observer le ph6nomene de 
nebulisation. II existe deux regimes distincts 
d' electronebulisation qui se distinguent de par leurs 
caracteristiques d' etablissement : 

10 • le regime dit classique qui correspond k 

des tallies de sortie de capillaire de 100 pm, des 
debits de fluide dans la garnme de 1-20 pL/min et des 
hautes tensions de 3-4 kV ; 

• le regime dit de nano61ectron6bulisation 

15 ou les debits de liquide sont inf6rieurs i 1 pL/min, la 
haute tension d' environ 1 kV et les diametre internes 
des capillaires de 1-10 pm <M. WILM et al, "Analytical 
Properties of the Nanoelectrospray Ion Source", 
Analytical Chemistry (1996), 68(1), 1-8.). 

20 1/ application d'une tension comportant une 

composante alternative perrnet la stabilisation du 
processus d' electronebulisation par synchronisation sur 
sa frequence propre (F. CHARBONNIER et al., 
"Differentiating between Capillary and Counter 

25 Electrode Processes during Electrospray Ionization by 
Opening the Short Circuit at the Collector. Analytical 
Chemistry (1999), 71(8), 1585-1591). La composition 
chimique des gouttes produites par 'le ph6nomene 
d' electronebulisation peut etre am61ior6e en vue de ses 

30 applications par 1' application de tensions multiples et 
independantes qui permettent la modification chimique 
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des especes pr6sentes dans le liquide par electrochimie 
(voir la demande de brevet US 2003/0015656; G. J. VAN 
BERKEL, "Enhanced Study and Control of Analyte 
Oxidation in Electrospray Using a Thin-Channel, Planar 
5 Electrode Emitter", Analytical Chemistry (2002), 
74(19), 5047-5056; G.J. VAN BERKEL et al . , 
"Derivatization for electrospray ionization mass 
spectrometry. 3. Electrochemically ionizable 

derivatives", Analytical Chemistry (1998), 70(8), 1544- 

10 1554; F. ZHOU et al . "Electrochemistry Combined Online 
with Electrospray Mass Spectrometry", Analytical 
Chemistry (1995), 67(20), 3643-3649). 

Les domaines d' applications de 

1' electronebulisation sont les suivants : 

15 • En premier lieu, l'ionisation de 

molecules (M. DOLE et al . , "Molecular beams of 
macroions", Journal of Chemical Physics (1968), 49(5), 
2240-2249 ; L . L. MACK et al., "Molecular beams of 
macroions. II", Journal of Chemical Physics (1970), 

20 52 (10), 4977-4986 ; le brevet US 4 209 696; M. 
YAMASHITA et al . , "Electrospray ion source. Another 
variation on the free- jet theme", Journal of Physical 
Chemistry (1984), 88(20), 4451-4459 ; M. YAMASHITA et 
al., "Negative ion production with the electrospray ion 

25 source", Journal of Physical Chemistry (1984), 88(20), 
4671-4675) avant leur analyse par spectrom6trie de 
masse en fonction du rapport m/z oH m est la masse de 
1' analyte et z sa charge. Dans ce cas, le debit de 
liquide est continu. 

30 • Une deuxieme application des dispositifs 

d' 61ectron6bulisation est la production de gouttes de 
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taille calibree. De telles gouttes peuvent etre 
d^posees sur un support (C. J. McNEAL et al., "Thin 
film deposition by the electrospray method for 
calif ornium-2 52 plasma desorption studies of involatile 
5 molecules^, Analytical Chemistry (1979), 51(12), 2036- 
2039 ; R. C. MURPHY et al . , "Electrospray loading of 
field desorption emitters and desorption chemical 
ionization probes", Analytical Chemistry (1982) , 54(2), 
336-338) par exemple une plaque pour, soit la 

10 production de puces d' analyse comme les puces a ADN ou 
a peptides, dediees a une analyse a haut debit (V. N. 
MOROZOV et al . , "Electrospray Deposition as a Method 
for Mass Fabrication of Mono- and Multicomponent 
Microarrays of Biological and Biologically Active 

15 Substances", Analytical Chemistry (1999), 71(15), 3110- 
3117; R. MOERMAN et al., "Miniaturized electrospraying 
as a technique for the production of microarrays of 
reproducible micrometer-sized protein spots" , 
Analytical Chemistry (2001 May 15), 73(10), 2183-2189 ; 

20 N. V. AVSEENKO et al . , "Immunoassay with Multicomponent 
Protein Microarrays Fabricated by Electrospray 
Deposition", Analytical Chemistry (2002), 74(5), 927- 
933) , soit le depot de solutions sur une plaque MALDI 
(pour "Matrix Assisted Laser Desorption Ionization") 

25 avant une analyse par spectrom6trie de masse (J. 
AXELSSON et al . , "Improved reproducibility and 
increased signal intensity in matrix-assisted laser 
desorption/ionization as a result of electrospray 
sample preparation" , Rapid Communications in Mass 

30 Spectrometry (1997), 11(2), 209-213). Ces gouttes 
peuvent aussi Stre manipul6es, soit pour 1' injection de 
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liquide dans une balance hydrodynamique pour la 
manipulation de gouttes uniques (M. J. BOGAN et al . , 
"MALDI-TOF-MS analysis of droplets prepared in an 
electrodynamic balance: "wall-less" sample 

5 preparation". Analytical Chemistry (2002), 74(3), 489- 
496) , soit pour leur collecte pour conduire k des 
molecules encapsulates ou pr6sentant un etat cristallin 
metastable (I. G. LOSCERTALES et al., ^Micro/nano 
encapsulation via electrified coaxial liquid jets' 7 , 
10 Science (Washington, DC, United States) (2002), 
295(5560), 1695-1698). Ici, l'ejection a lieu de 
mani&re discrete les dimensions des sources dependent 
grandement de la taille des depots a r6aliser. 

• Une troisi^me application est le depot 
15 de particules de taille controlee contenues au sein du 

liquide (I. W. LENGGORO et al., "Sizing of Colloidal 
Nanoparticles by Electrospray and Differential Mobility 
Analyzer Methods", Langmuir (2002), 18(12), 4584-4591). 
Les particules peuvent 6galement etre remplacees pas 
20 des cellules pour la preparation de puces a cellules. 

• Une quatrieme application est 
1' injection des gouttes form6es par electron6bulisation 
dans un liquide conduisant a des Emulsions de taille 
bien ddfinies (R. J. PFEIFER et al., "Charge-to-mas s 

25 relation for electrohydrodynamically sprayed liquid 
droplets", Physics of Fluids (1958-1988) (1967), 
10(10), 2149-54; C. TSOURIS et al . , "Experimental 
Investigation of Electrostatic Dispersion of 
Nonconductive Fluids into Conductive Fluids", 

30 Industrial & Engineering Chemistry Research (1995), 
34(4), 1394-1403 ; R. HENGELMOLEN et al., "Emulsions 
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from aerosol sprays ", Journal of Colloid and Interface 
Science (1997), 196(1), 12-22). 

• Une cinquieme application est l'ecriture 
mol^culaire sur une plaque a l'aide de molecules ou de 
5 solutions chimiques (S. N. JAYASINGHE et al., XX A novel 
process for simulataneous printing of multiple tracks 
from concentrated suspensions' 7 , Materials Research 
Innovations (2003), 7(2), 62-64.), en vue de la 
fonctionnalisation du mat6riau ou d'un traitement 

10 chimique localise, & une 6chelle pouvant etre 
inferieure au micrometre. 

Ces di verses applications peuvent §tre 
egalement combin6es entre elles . 

Usuellement, les sources utilis6es pour la 

15 nanoelectron6bulisation se presentent sous forme de 
capillaires en verre ou en silice fondue. Elles sont 
fabriqu6es par 6tirement a chaud ou par attaque acide 
du materiau af in de donner un orifice de sortie de 1 a 
10 ]xm (M. WILM et al., "Electrospray and Taylor-Cone 

20 theory, Dole f s beam of macromolecules at last?", 
International Journal of Mass Spectrometry and Ion 
Processes (1994), 136(2-3), 167-180). La tension 
d' electronfebulisation peut etre appliquee via un 
revetement exterieur conducteur appropri6 : un 

25 revetement mdtallique comme l'or ou un alliage Au/Pd 
(G. A. VALASKOVIC et al . , xx Long-lived metalized tips 
for nanoliter electrospray mass spectrometry", Journal 
of the American Society for Mass Spectrometry (1996) , 
7(12), 1270-1272), 1' argent (Y.-R CHEN et al., X \A 

30 simple method for fabrication of silver-coated 
sheathless electrospray emitters' 7 , Rapid Communications 
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in Mass Spectrometry (2003) , 17 (5) , 437-441), un 
materiau k base de carbone (X. ZHU et al. f "A Colloidal 
Graphite-Coated Emitter for Sheathless Capillary 
Electrophoresis/Nanoelectrospray Ionization Mass 

5 Spectrometry", Analytical Chemistry (2002), 74(20), 
5405-5409) ou un polymere conducteur comme le 
polyaniline (P. A. BIGWARFE et al., "Polyaniline-coated 
nanoelectrospray emitters : performance characteristics 
in the negative ion mode", Rapid Communications in Mass 

10 Spectrometry (2002), 16(24), 2266-2272). La tension 
d' 61ectronebulisation peut aussi etre appliqu6e via le 
liquide avec 1' introduction d'un fil m6tallique dans la 
source (K. W. Y. FONG et al., "A novel nonmetallized 
tip for electrospray mass spectrometry at nanoliter 

15 flow rate", Journal of the American Society for Mass 
Spectrometry (1999), 10(1), 72-75). 

Neanmoins, les dispositifs de l'art 
anterieur d6dies & la nanoelectron6bulisation souffrent 
de plusieurs faiblesses (B. FENG et al., "A Simple 

20 Nanoelectrospray Arrangement With Controllable Flowrate 
for Mass Analysis of Submicroliter Protein Samples", 
Journal of the American Society for Mass Spectrometry 
(2000), 11, 94-99) : 

• Tout d'abord, ces capillaires sont peu 
25 robustes. Leur precede de fabrication est mal control^ 

et fournit des sources de dimensions peu 
reproductibles ; 

• Le revetement conducteur externe se 
det6riore rapidement ; 

30 • Leur mode d' utilisation est peu 

commode du fait de leur geom^trie de type aiguille : le 
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liquide a nebuliser doit etre introduit manuellement 
dans 1' aiguille a 1'aide d'une micropipette et d'un 
embout adapts de forme effil6e ; 

• Le chargement de la solution conduit a 
5 1' introduction de bulles d' air dans 1' aiguille qui 

peuvent perturber ulterieurement la stabilite du 
n6bulisat, elles doivent done §tre chass6es ; 

• Enfin, le plus souvent, 1' orifice de 
sortie est trop petit pour permettre le passage du 

10 liquide ; de ce fait, les capillaires doivent d'abord 
etre casses doucement le long d'une paroi, ce qui 
accroit encore le caractere aleatoire de leurs 
dimensions - 

Ainsi, les sources standard commerciales 

15 sont-elles peu adaptees, premierement a une 
nebulisation controlee, reproductible et de qualite, 
deuxiemement a 1' utilisation de robots du fait du 
caractere entierement manuel de leur mode 
d' utilisation, et, troisiemement, £ une integration sur 

20 un microsyst^me fluidique, comme discut6 dans la suite. 

Ces ddfauts entravent certains domaines 
d' applications de 1' electronebulisation qui ndcessitent 
& l'heure actuelle une robotisation et une 
automatisation des processus. Ceci est le cas des 

25 domaines d' applications recenses ci-dessus : 1' analyse 
par spectrometrie de masse, le d6p6t de gouttes de 
taille calibr^e et l'6criture £ une echelle inferieure 
au micrometre & l'aide d'une pointe. 

Ces deux derni6res ddcennies ont vu 

30 l'av^nement de la microf luidique dans les domaines de 
la chimie et de la biologie. Ce secteur resulte en 
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partie de la miniaturisation des outils de laboratoire 
et done du mariage entre microtechnologie et biologie 
ou microtechnologie et analyse chimique. Ainsi, les 
techniques de microtechnologie sont-elles mises a 
5 profit pour la fabrication de microsystdmes integr6s de 
taille caracteristique de l'ordre du micrometre et qui 
rassemblerit une s6rie de processus r6actionnels et/ou 
analytiques, chimiques et/ou biochimiques/biologiques . 

L'essor de la microf luidique dans les 
10 domaines de la chimie et de la biologie, oil la rapidite 
et 1' automatisation des processus sont aujourd'hui 
requises, s'explique par : 

• le gain en vitesse des processus, du 
fait que la vitesse depend principalement de la taille 

15 des dispositifs ; ce gain en vitesse est 
particulierement important pour des champs 
d' applications de type diagnostic medical ou analyse 
environnementale, oH une r6ponse instantan<£e est 
souvent attendue, 

20 • la possibility de parall61isation des 

processus ; la microtechnologie permet la fabrication 
simultan6e d'un grand nombre de dispositifs identiques, 

• la compatibility des objets 
microfabriquds avec une interface robotique en vue de 

25 1' automatisation des processus, 

• 1' adequation des volumes manipul6s avec 
ceux dont 1' experimentateur dispose dans le cas, entre 
autres, des analyses biologiques ou environnementales, 

• la limitation allant jusqu'3. la 
30 suppression de 1' intervention humaine, qui est souvent 

source d' erreur et de contamination, 
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• un gain en sensibilite, pour certaines 
techniques d' analyse, dont la spectrom6trie de masse 
avec une ionisation par 61ectron6bulisation, 

• globalement , de nouvelles performances 
5 qui ne correspondent pas seulement a une diminution 

d'echelle des outils et des techniques bien 6tablis. 

Les dispositifs microf luidiques sont 
fabriques a l'aide des techniques de microtechnologie . 
Une large garrane de materiaux est aujourd'hui disponible 

10 pour ces microf abrications, gamme qui va du silicium et 
du quartz (materiaux usuels en microtechnologie) aux 
verres, ceramiques et materiaux de type polymere, comme 
les 61astomeres ou les plastiques. Ainsi, la 
microfluidique b6nef icie-t-elle a la fois : 

15 • de 1' heritage des materiaux et des 

techniques de fabrication d6velopp6s et utilises pour 
des applications micro61ectronique et, 

• de nouveaux procedes de fabrication, 
d6veloppes en parallele et adaptes & d'autres materiaux 

20 emergent s et de grand int6r§t pour des applications 
microf luidiques, comme les materiaux de type plastique, 
dont 1'attrait principal reside dans leur faible cout. 

Plus pr6cis6ment, les materiaux 

envisageables pour des fabrications technologiques 

25 applicables a la chimie et & la biologie sont (T. 
McCREEDY, "Fabrication techniques and materials 
commonly used for the production of microreactors and 
micro total analytical systems", TrAC, Trends in 
Analytical Chemistry (2000), 19(6), 396-401) : 

30 • les materiaux de type semi-conducteurs 

comme le silicium, materiaux traditionnels en 
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microtechnologie qui beneficient de techniques de 
fabrication robustes et eprouvees ; parmi ces 
techniques de fabrication , on compte la lithographie, 
les gravures physiques et chimiques entre autres (P. J. 
5 FRENCH et al., "Surface versus bulk micromachining: the 
contest for suitable applications", Journal of 
Micromechanics and Microengineering (1998)/ 8(2), 45- 
53) . De ce fait, le silicium notarnment est le mat^riau 
le plus int6ressant en termes de fabrication de petites 

10 structures & des echelles de la dizaine de nanometres. 
De plus, sa chimie de surface est maitrisee, les 
traitements mettant en jeu les fonctions silanols 
pr6sentes & sa surface. Mais ses propri6t6s semi- 
conductrices ne sont pas tou jours adaptees en fonction 

15 des applications vis6es. II n'est pas transparent ce 
qui empeche toute technique de detection optique 
(absorbance UV, fluorescence, luminescence) . Le cofit du 
mat6riau lui-meme le rend impropre pour certaines 
fabrications de masse (objets £ usage unique 

20 notarnment) . 

• le quartz, utilis6 pour le ddveloppement 
des premiers microsystemes (J. S. DANEL et al., 
"Quartz: a material for microdevices" , Journal of 
Micromechanics and Microengineering (1991), 1(4), 187- 

25 98), qui est devenu peu attrayant du fait de son cotit 
fortement elev6 ; il est done progressivement abandonn6 
en depit de ses propriety physico-chimiques . 

• le verre, mat6riau moins cher que le 
quartz et le silicium, qui est beaucoup utilise du fait 

30 de ses propri^tes de surface adapt6es & 1' etablis semen t 
d'un flux 61ectroosmotique (K. SATO et al., 
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"Integration of chemical and biochemical analysis 
systems into a glass microchip" , Analytical Sciences 
(2003) , 19(1), 15-22). De meme que pour le silicium, 
des groupements silanols tapissent la surface du verre. 
5 lis laissent envisager une modification chimique 
ult6rieure des surfaces de verre. De plus, ses 
proprietes de transparence en font un materiau de choix 
dans le cas d'une detection optique. Cependant, les 
techniques de fabrication ne sont pas aussi bien 

10 maitris6es que pour le silicium; les profils de gravure 
sont moins propres et le rapport de forme est fort 
mediocre (T. R. DIETRICH et al., "Fabrication 
technologies for microsystems utilizing photoetchable 
glass", Microelectronic Engineering (1996), 30(1-4), 

15 4 97-504) . D' autre part, c'est un materiau fragile et 
cassant . 

• les mat6riaux de type polymdre, qui 
regroupent les plastiques les elastomdres . Leur 
avantage principal est leur taible cout qui est 

20 compatible avec des productions de masse £ bas prix de 
revient. La multiplicity de ces mat6riaux conduit & une 
large gamme de propri6t6s physico-chimiques . Leur 
inconvenient majeur est leur faible resistance aux 
hautes temperatures et leur sensibilite aux conditions 

25 de solvant utilisees class iquement en chimie et en 
biologie, milieu organique, acide, basique, qui peuvent 
entrainer une degradation du materiau voire meme sa 
dissolution. Par ailleurs, . la chimie de surface de ces 
mat6riaux est mal connue, ce qui rend difficile tout 

30 traitement ult6rieur des surfaces engendrees afin d'en 
modifier les proprietes. Les techniques de fabrication 
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sont tout autres et sont basees sur des techniques de 
moulage/ inject ion, d' ablation laser, de LIGA (acronyme 
allemand pour "Lithographie, Galvanoformung, 

Abformung") (J. HRUBY, " Overview of LIGA 
5 microfabrication", AIP Conference Proceedings (2002), 
625 (High Energy Density and High Power RF) , 55-61), de 
photolithographie, de gravure plasma. 

• les materiaux de types ceramiques (W. 
BAUER, "Ceramic materials in the microsystem 

10 technology", Keramische Zeitschrift (2003), 55(4), 266- 
270), qui sont des substrats inorganiques de faible 
cout de fabrication a 1' image des materiaux plastiques . 
Un avantage majeur est que leur fabrication ne 
necessite pas d' equipements dedies d' entretien onereux 

15 comme des salles blanches mais repose sur des processus 
simples et rapides (ablation laser, laminage, moulage, 
procede sol-gel) , reduisant encore le prix de revient 
des structures microf abriquees . Leur etat de surface 
est comparable a celui du verre ou du silicium et 

20 enfin, le capotage est plus facile que pour d' autres 
materiaux, comme le verre. 

En particulier, les techniques de 
microfabrication ont ete appliquees a la realisation de 
sources d' electronebulisation ou de pointe type 

25 aiguille en vue : 

• d'ameliorer la qualite globale des 
capillaires en termes de contrdle des procedes de 
fabrication, de reproductibilite des sources et de 
leurs dimensions, 

3 Q • de produire un grand nombre de 

dispositifs identiques ou differant entre eux par une 
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ou plusieurs dimensions , sur une meme plaque de 
materiau, a 1' image des microcomposants en 
micro61ectronique, afin de promouvoir 1' automatisation 
et la robotisation de 1' electronebulisation. 
5 Les fabrications k l'aide des techniques de 

microtechnologie de pointes d' electronebulisation 
obeissent a deux tendances : 

• la fabrication d'une pointe 
d' electronebulisation qui reproduit la geom6trie 

10 classique, c f est-a-dire un capillaire microf abriqu6 et, 
le plus souvent, de section circulaire. Dans cette 
classe peuvent §tre indues egalement les aiguilles 
microfabriquees destinees <§L une autre application, 
conime celle d' injection de substances chimiques ou de 

15 mesure de potentiel biologique. 

• la conception d'une source 
d' electronebulisation comme une sortie de microcanal ou 
capillaire fabriqu6 £ l'aide de techniques de 
microtechnologie et ayant un profil effiie. 

20 Ces dispositifs d' Electronebulisation 

microf abriqu^s reposent, a 1' image des microsystemes 
fluidiques, sur 1' utilisation de differents types de 
mat6riaux et differents types de procedes . 

Selon la premiere tendance, qui vise a 

25 produire par voie technologique une g6ometrie de type 
capillaire, on recense les descriptions suivantes : 

• Selon cette approche, des sources 
d' electronebulisation en nitrure de silicium ont 6t6 
fabriqu6es a l'aide de techniques classiques de 

30 photolithographie et de gravure (A. DESAI et al., "MEMS 
Electrospray Nozzle for Mass Spectrometry", Int. Conf. 
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on Solid-State Sensors and Actuators, Transducers '97, 
(1997)). Les dimensions desdits dispositifs sont une 
longueur de 40 um et un diametre interne de 1' orifice 
de sortie de 1 a 3 um. Lesdites sources ont ete testees 
5 en spectrometrie de masse a des tensions de 
nebulisation voisines de 4 kV et un debit de liquide de 
50 nL/rain avec des peptides standard a une 
concentration de guelques micromolaires . La tension de 
nebulisation est appliquee en amont dudit dispositif, 
10 au niveau de la jonction avec un capillaire 
d' alimentation en liquide, et ce, sur une connexion 
metallique en platine . 

• Des sources d' electronebulisation 

fabriquees en materiau de type polymere, le parylene, 
15 materiau photolithographiable ont egalement ete 
decrites (demande interntionale WO-A-00/30167; L. 
LICKLIDER et al . , "A Micromachined Chip-Based 
Electrospray Source for Mass Spectrometry", Analytical 
Chemistry (2000) , 72 (2) , 367-375) . Ces sources ont un 
20 orifice de sortie de 5 x 10 um et ont ete presentees 
comme partie integrante d'un microsysteme fluidique en 
silicium. Elles sont connectees a des microcanaux de 
100 um de largeur et de 5 um de hauteur. La tension 
requise pour la nebulisation est ici plus faible, de 
25 l'ordre de 1,2 a 1,8 kV dans des conditions de 
concentration et de debit de fluide equivalentes ; la 
tension est appliquee sur un fil metallique mis en 
contact avec la solution a n6buliser. 

• Le silicium a aussi ete utilise pour la 
30 microfabrication de structures de type aiguille. La 
demande Internationale WO-A-00/ 15321 decrit un 
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dispositif d' 61ectronebulisation resseniblant a une 
chemin^e, de diametre interne de 10 ym pour un diametre 
externe de 20 p et une hauteur de 50 pm. On peut se 
ref^rer 6galement a l f article de G. A. SCHULTZ et al., 
5 intitule "A Fully Integrated Monolithic Microchip 
Electrospray Device for Mass Spectrometry" , Analytical 
Chemistry (2000), 72(17), 4058-4063. Ces sources 
r6sultent d'une gravure physique dite profonde du 
mat6riau. Leur f onctionnement en dlectronebulisation 

10 est d6crit avec des hautes tensions de 1,25 kV, qui 
sont appliquees sur le capillaire d' alimentation en 
fluide situe a l'arriere de la source et qui est en 
materiau conducteur. Le prototype a et6 presente 
int^gre sur une plaque comprenant 100 sources de ce 

15 type, identiques et fonctionnant ind£pendamment les 
unes des autres . Le silicium et un proced6 de 
fabrication similaire ont egalement et6 utilises pour 
former des structures de type aiguille qui sont 
employees soit comme sources d' electronebulisation (P- 

20 GRISS et al . , "Development of micromachined hollow tips 
for protein analysis based on nanoelectrospray 
ionization mass spectrometry", Journal of 

Micromechanics and Microengineering (2002), 12(5), 682- 
687; J. SJODAHL et al., "Characterization of 

25 micromachined hollow tips for two-dimensional 
nanoelectrospray mass spectrometry", Rapid 

Communications in Mass Spectrometry (2003), 17(4), 337- 
341) , soit comme aiguilles de mesure de potentiels 
biologiques (demande Internationale WO-A-03/15860; P. 

30 GRISS et al., "Micromachnied electrodes for 
biopotential measurements", IEEE/ASME Journal of 
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Microelectromechanical systems, 2001, 10, 10-16) . Leur 
forme varie quelques peu en fonction de leur 
application; les dispositif s d' 61ectron6bulisation 
ressemblent aux dispositifs en silicium decrits ci- 
5 dessus, avec neanmoins, un profil qui se retr6cit en 
leur pointe conduisant £ un plus petit orifice de 
sortie, alors que les aiguilles destinies a des mesures 
de potentiels biologiques ont une pointe tres effilee. 
Le proc6d6 de fabrication desdits dispositifs en 

10 silicium k l'aide de techniques de gravure profonde est 
fort complexe et necessite un appareillage coflteux, 
encombrant et les performances, en termes de tension de 
nebulisation entre autres, des structures obtenues sont 
mediocres comparees a celles de sources standard 

15 commerciales . Par ailleurs, leur g6ometrie se prete mal 
a une integration sur un microsysteme fluidique. 

• L 1 article de L. LIN et al., intitul6 
"Silicon processed microneedles", IEEE Journal of 
Mictroelectromechanical Systems (1999), 8, 78-84) 

20 d6crit des micro-aiguilles qui sont connectees a un 
reseau microf luidique. Ces aiguilles ont 6te 
d6velopp6es pour 1' injection de substances chimiques in 
situ et non pour de la nebulisation, mais la g6ometrie 
de type aiguille de ces dispositifs est proche de celle 

25 des sources de nanonebulisation . Ces aiguilles sont 
fabriqu^es en nitrure de silicium et pr6sentent un 
orifice de sortie rectangulaire de 9 x 30-50 pm et une 
hauteur de 1 a 6 mm. 

• Des structures de type aiguille ont 
30 enfin et6 fabriqu^es en un autre mat6riau polymere, le 

polycarbonate, a l'aide d'un proced6 d' ablation laser 
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(K. TANG et al., "Generation of multiple electrosprays 
using microfabricated emitter arrays for improved mass 
spectrometric sensitivity", Analytical Chemistry 
(2001), 73(8), 1658-1663). Leurs dimensions sont les 
5 suivantes : 30 um de diametre interne en leur orifice 
de sortie et 250 um de hauteur. Pour cet exemple 
encore, les dimensions desdits dispositifs sont trop 
grandes pour un regime en nanoelectronebulisation 
puisque la tension requise pour 1' observation d'un 

10 nebulisat est de 7 kV et le debit de fluide est estime 
a 30 uL/min. Le procede de fabrication est par ailleurs 
complexe. Ces sources se presentent sous forme d'une 
serie de neuf sources arrangees selon un carre 3x3. 
Elles operent simultanement et nebulisent la meme 

15 solution. 

La deuxieme tendance est d'usiner une 
pointe a la sortie d'un microcanal ou de creer une 
structure en pointe qui tient lieu de source 
d'electronebulisation. L' angle de la structure en 

20 pointe ne semble pas avoir d' influence sur le phenomene 
de nebulisation. Selon cette deuxieme tendance: 

• Les tentatives de nebulisation a la 
sortie d'un microcanal, sur la tranche d'un 
microsysteme se sont revelees peu concluantes . La 

25 tension a appliquer est tres elevee et, dans ces 
conditions, le liquide a tendance a s'etaler sur la 
surface de sortie, sur la tranche du microsysteme (R. 
RAMSEY et al., "Generating Electrospray from Microchip 
Devices Using Electroosmotic Pumping", Analytical 

30 Chemistry (1997), 69(6), 1174-1178; Q. XUE et al., 
"Multichannel Microchip Electrospray Mass 
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Spectrometry", Analytical Chemistry (1997), 69(3), 426- 
430; B. ZHANG et al., "Microf abricated Devices for 
Capillary Electrophoresis-Electrospray Mass 

Spectrometry", Analytical Chemistry (1999) , 71 (15) , 
5 3258-32 64) . Ces essais ont 6t6 ameliores par un 
traitement chimique appropri6 de la surface de sortie 
ou en assistant de fagon pneumatique la formation du 
n6bulisat. Ceci demontre 1' importance de travailler 
avec une structure en pointe qui conduit & une 
10 concentration du champ 61ectrique et qui permet ainsi 
la n6bulisation. 

• L'effet de pointe peut etre r£alis6 par 
insertion d'une structure plane triangulaire entre les 
deux plaques de materiaux definissant un microcanal (le 

15 support dans lequel le microcanal est usine et le 
couvercle) . Cette structure plane triangulaire est 
constitute d'une feuille de paryldne de 5 pm 
d'epaisseur (J. KAMEOKA et al., "An electrospray 
ionization source for integration with microf luidics", 

20 Analytical Chemistry (2002), 74(22), 5897-5901). Le 
systeme integre quatre dispositifs 

d' eiectronebulisation identiques places en parallele . 
La tension de nebulisation requise est de 2,5-3 kV pour 
un d6bit de fluide de 300 nL/min. Aucune interference 

25 inter-sources n f a ete observee. 

• Un dispositif en forme d'6toile a huit 
branches a 6t6 fabrique en polymethylmethacrylate 
(PMMA) (C.-H. YUAN et al., "Sequential Electrospray 
Analysis Using Sharp-Tip Channels Fabricated on a 

30 Plastic Chip", Analytical Chemistry (2001), 73(6), 
1080-1083). Chacune des branches de l f etoile constitue 
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un systeme raicrof luidique independant et la pointe de 
chaque branche est une source de nebulisation. Chaque 
branche int^gre ainsi un microcanal de section 300 x 
376 yim, la structure en pointe forme un angle de 90° et 
5 les huit reservoirs de liquide sont regroupes au centre 
de l'6toile. La tension appliquee pour 1' 6tablissement 
d'un cone de Taylor est elevee et 6gale a 3,8 kV, ce 
qui s'explique par les dimensions fort larges de la 
section du microcanal en son extr6mite. Par ailleurs, 

10 le proc6de de fabrication d6crit repose sur l'usinage 
de canaux a l'aide d'un couteau, technique qui ne 
permet pas de realiser des canaux et des dispositifs de 
nebulisation de petites dimensions . 

• Un autre mat6riau de type polymere, le 

15 polydim6thylsiloxane (PDMS) , a servi a la realisation 
de structures en pointe destinies a 

l'electronfebulisation suivant trois voies de 
fabrication microtechnologiques differentes, une 
methode bas6e sur 1' ablation de mat6riau, un proc6de 

20 utilisant une double couche de resine 

photolithographiable et un procede de moulage de la 
resine (demande Internationale WO-A-02/55990; J- S. KIM 
et al., "Microfabrication of polydimethylsiloxane 
electrospray ionization emitter" , Journal of 

25 Chromatography, A (2001), 924(1-2), 137-145; J.-S. KIM 
et al . , "Microf abricated PDMS multichannel emitter for 
electrospray ionization mass spectrometry", Journal of 
the American Society for Mass Spectrometry (2001), 
12(4), 463-469; J.-S. KIM et al., "Miniaturized 

30 multichannel electrospray ionization emitters on 
poly (dimethylsiloxane) microf luidic devices", 
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Electrophoresis (2001) , 22 (18) , 3993-3999) . L' orifice 
de nebulisation est rectangulaire et de dimensions 
variables allant de 30 x 100 ]im a 30 x 50 pm selon le 
procede de microtechnologie utilise pour leur 
5 fabrication. Dans les differents cas, la tension de 
nebulisation allait de 2,5 kV k 3,7 kV pour des 
solutions a 1 4 10 pM et des debits eleves de quelques 
100 nL/min k plusieurs pL/min. 

• Enfin, le polyimide, autre mat6riau de 

10 type polymdre relativement hydrophobe a et6 utilise 
pour la fabrication de sources de nebulisation (GB-A-2 
379 554; V. GOBRY et al., "Microf abricated polymer 
injector for direct mass spectrometry coupling", 
Proteomics (2002), 2(4), 405-412; J. S. ROSSIER et al-, 

15 "Thin-chip microspray system for high-performance 
Fourier-transform ion-cyclotron resonance mass 
spectrometry of biopolymers" , Angewandte Chemie, 
International Edition (2003), 42(1), 54-58) int£grees 
sur un micros ysteme, ou tout du moins, connectfees a un 

20 microcanal de section 120 x 45 yum. Le systeme, le 
microcanal et la structure en pointe sont fabriqu6s par 
gravure plasma du polyimide. Le couvercle du systeme 
est en polyethylene/polyethylene t6r6phtalate . Le 
fonctionnement desdites sources en 61ectronebulisation 

25 a ete valide pour des echantillons de peptides standard 
& 5 yM, s'ecoulant a 140 nL/min et pour des tensions de 
nebulisation de 1,6 a 1,8 kV. Un autre dispositif 
fabriqu§ dans le meme mater iau a 6t6 present 6, 
differant du precedent de par sa topologie ouverte et 

30 la finesse de l'6paisseur (50 pm) de mat6riau utilis6e 
pour sa fabrication. Cette structure dite mince a 6te 
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testee pour des tensions d' ionisation de 1 a 2,3 kV 
appliqu^es ici sur une electrode de carbone integree 
sur le dispositif . 

Globalement, les dispositifs de 

5 nebulisation recensfes ci-dessus presentent des 
conditions de f onctionnement non conformes pour une 
nebulisation a petite echelle (dimensions trop grandes, 
tensions de nebulisation trop 61evees) et r6sultent le 
plus souvent de procedes de fabrication fort complexes. 

10 De plus, le type de structure choisi pour ces 
differents dispositifs est pratiquement indissociable 
du materiau utilise pour leur realisation. 

Pour les differents dispositifs presentes 
ci-dessus, la tension de nebulisation est le plus 

15 souvent appliqu6e au niveau du reservoir du dispositif, 
si le systdme inclut un reservoir, ou, dans le cas 
contraire, au niveau de 1' alimentation en liquide qui 
est effectu6e a l'aide d'un capillaire connects au 
dispositif, Dans ce cas, soit ' le capillaire est 

20 conducteur (en acier inoxydable par exemple) , soit la 
connexion repose sur un raccord metallique. Cependant, 
il a 6te propose d'integrer, sur le dispositif de 
nebulisation, une electrode ou zone conductrice sur 
laquelle est appliqu6e la tension- de n6bulisation (T. 

25 C. ROHNER et al - , "Polymer microspray with an 
integrated thick-film microelectrode" , Analytical 
Chemistry (2001), 73(22), 5353-5357). Cette zone 
conductrice est realisee k base d f encre de carbone dans 
1 9 exemple cite . 

30 Enfin, 1' application de ces dispositifs est 

cibiee pour de 1' eiectronebulisation prec6dant une 
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analyse par spectrom6trie de masse et ne se pr§te pas a 
un autre type d' application. 

Par ailleurs, les dispositifs de d6pot de 
gouttes calibrees issus de la microtechnologie ne 
5 reposent pas sur la nebulisatioh de la solution mais 
sur un effet m^canique avec la mise en contact de la 
pointe microfabriquee sur la surface de d6pot. Ainsi : 

• Une structure mimant celle d'un stylo 
plume a ete decrite pour 1' elaboration de plaques de 

10 type des puces k ADN avec la deposition reguliere de 
gouttes calibr6es sur une surface lisse (voir la 
demande internationale WO-A-03/53583) . Le dispositif 
comprend une tranchee gravee dans le raateriau se 
terminant sur une pointe par laquelle le liquide sort. 

15 Cette structure est dite flexible et le liquide £ 
d6poser sort par mise en contact de la pointe flexible 
avec le subs t rat de depot, 1' angle de contact 6tant de 
20-30° par rapport a la verticale. L' application 
majeure ciblee par cette invention est la preparation 

20 de puces & ADNs ou autres composes cL analyser. 

• P. BELAUBRE et al. dans l f article 
"Fabrication of biological microarrays using 
microcantilevers", Applied Physics Letters (2003) , 
82 (18) , 3122-3124, proposent une structure de type 

25 pout re ouverte pour le depot de gouttes de taille 
reproductible. L' application du dispositif est la 
preparation de puces a ADN ou & proteines de fagon 
automatis6e. La structure de type poutre est tout 
d'abord plong6e dans la solution k dfeposer, puis est 

30 mise en contact avec la surface de depdt. L' ejection du 
liquide est provoqu^e par la mise en contact entre la 



WO 2005/046881 



24 



PCT/FR2004/050580 



pointe et ladite surface. Une particularity de ce 
dispositif est 1' integration dans la structure de type 
poutre d' electrodes en aluminium qui permettent 
d'accroitre le chargement en liquide de la pointe 
5 lorsque cette derniere est trempee dans la solution a 
d<§poser, par effet electrostatique . Ces structures de 
type poutre, qui ont une largeur de 210 \jm en leur 
pointe , sont fabriquees en parallele sur un mgme 
systeme. Elles permettent 1' ejection de gouttes ayant 

10 un volume dans la gamme du femtolitre jusqu'au 
picolitre, le volume d6pos6 dependant lin6airement du 
temps de contact entre la pointe et la surface, avec un 
d6bit pouvant atteindre 100 depots par minute. 

Enfin, l'6criture mol6culaire a des 

15 <§chelles de l r ordre du nanometre est principalement 
d^crite avec une pointe de microscopie AFM (Microscopie 
& Force Atomique) qui est trempee dans une solution 
chimique, a 1' image d'une plume de stylo (G. AGARWAL et 
al., "Dip-Pen Nanolithography in Tapping Mode" f Journal 

20 of the American Chemical Society (2003),, 125(2), 580- 
583; les demandes Internationales WO-A-03/48314 et WO- 
A-03/52514; H. ZHANG et al., "Direct-write dip-pen 
nanolithography of proteins on modified silicon oxide 
surfaces", Angewandte Chemie, International Edition 

25 (2003), 42(20), 2309-2312; L. FU et al., 
"Nanopatterning of "Hard" Magnetic Nanostructures via 
Dip-Pen Nanolithography and a Sol-Based Ink", Nano 
Letters (2003), 3(6), 757-760; H. ZHANG et al., 
"Fabrication of sub-50-nm solid-state nanostructures on 

30 the basis of dip-pen nanolithography", Nano Letters 
(2003), 3(1), 43-45). L'ecriture a ensuite lieu par 
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mise en contact ou apres rapprochement , suivant le mode 
d' utilisation de l'AFM s61ectionne, de la pointe et 
d'une surface lisse. La solution chimique peut aussi 
§tre une solution qui attaque le mat6riau sur lequel 
5 elle est ddposee et servir ainsi a la gravure de canaux 
ou d'autres structures. La technique de microscopie AFM 
presente l'avantage d'une forte resolution et d'une 
tres grande precision d'ecriture. Trois modes de 
fonctionnement sont possibles , et suivant le mode 

10 choisi, l'6tat de surface peut etre control^ avant et 
apr6s passage de la solution chimique d'ecriture 
moleculaire. N6anmoins, cette technique impose 
1' utilisation d'un appareillage lourd, enconibrant, 
onereux et complexe . 

15 Deux dispositifs d' 6criture moleculaire 

decrits dans la litterature peuvent 6galement §tre 
cit6s. lis d6rivent de la technique utilisant une 
pointe de microscopie AFM mais reposent sur 
1' utilisation d'une pointe microf abriquee - Le premier 

20 dispositif (A. LEWIS et al., "Fountain pen 
nanochemistry: Atomic force control of chrome etching", 
Applied Physics Letters (1999), 75(17), 2689-2691 ; H. 
TAHA et al., "Protein printing with an atomic force 
sensing nanof ountainpen", Applied Physics Letters 

25 (2003), 83(5), 1041-1043), se pr6sente sous forme d'une 
micropipette f abriquee a l'aide de techniques de 
microtechnologie et dont la pointe peut avoir des 
dimensions aussi petites que 3 et 10 nm pour ses 
diametres internes et externes respectivement . Cette 

30 micropipette est neanmoins int6gr6e dans un 
appareillage AFM pour son utilisation. L' ejection de la 
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solution est ici provoqu6e non pas par une mise en 
contact mais en exergant une pression sur la colonne de 
liquide- Ce dispositif a 6te test6 pour son aptitude & 
delivrer des solutions de gravure d'une couche de 
5 chrome depos^e sur une plaque de verre. Le deuxieme 
dispositif (I. W. RANGELOW et al., ""NANOJET": Tool for 
the nanofabrication", Journal of Vacuum Science & 
Technology, B: Microelectronics and Nanometer 
Structures (2001) , 19 (6) , 2723-2726; J. VOIGT et al., 

10 "Nanofabrication with scanning nanonozzle f Nanojet ,ft , 
Microelectronic Engineering (2001) , 57-58 1035-1042) 
consiste en des pointes realisees en silicium couvert 
de Cr/Au, ayant une forme pyramidale et un orifice de 
sortie de taille inf6rieure & k 100 nm. Ce dispositif 

15 delivre non pas une solution chimique comme dans 
l'exemple precedent, mais des radicaux libres en phase 
gazeuse produits par une d^charge plasma qui viennent 
attaquer le materiau mis en regard de la pointe. Ainsi, 
le dispositif ne consiste-t-il pas uniquement en une 

20 pointe microf abriqu^e mais inclut-il 6galement une 
machinerie de production d'esp^ces tres reactives, 
comme une d^charge plasma radiof requence ou microonde, 
cjui peuvent attaquer le substrat. 

Ces deux exemples presentent certes une 

25 pointe microf abriqu6e qui remplace la pointe 
conventionnelle de microscopie AFM, mais ils ne 
permettent pas de s'affranchir de la machinerie 
peripherique lourde et on6reuse n6cessaire a leur 
fonctionnement . D f autre part f cette technique repose 

30 sur une mise en contact ou quasi-mise en contact de la 
pointe et du substrat. De ce fait, les param^tres de 
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fonctionnement doivent etre tr£s minutieusement 
contr616s pour 6viter toute deterioration de l'etat de 
surface due a une trop grande force exerc6e au niveau 
de la pointe. 

5 

EXPOSE DE L' INVENTION 

La presente invention concerne un 
dispositif d' 61ectron6bulisation bidimensionnel ayant 
une geometrie de type plume de calligraphie, dont la 

10 pointe tient lieu de siege pour la n6bulisation. 

L f invention a done pour objet une source 
d'electronebulisation comportant une structure 
comprenant au moins une pointe plate et mince en porte- 
a-faux par rapport au reste de la structure, ladite 

15 pointe 6tant pourvue d f une fente capillaire pratiqu6e 
dans toute I'epaisseur de la pointe et qui aboutit a 
l'extr^mite de la pointe pour former l f orifice 
d* Ejection de la source d f 61ectronebulisation, la 
source comprenant des moyens d'approvisionnement de la 

20 fente capillaire en liquide a n6buliser et des moyens 
d f application d'une tension d T elect ronebulisat ion sur 
ledit liquide. 

Selon un mode avantageux, les moyens 
d T approvisionnement comprennent au moins un reservoir 

25 en communication fluidique avec la fente capillaire. 

De preference, la structure comprend un 
support et une plaque solidaire du support et dont une 
partie constitue ladite pointe. Les moyens 
d'approvisionnement peuvent comprendre un reservoir 

30 constitue par un 6videment form6 dans ladite plaque et 
en communication fluidique avec la fente capillaire. 
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Les mo yens d 1 application cTune tension 
d 1 electronebulisation peuvent comprendre au moins une 
Electrode dispos6e de fa?on k etre en contact avec 
ledit liquide £l n6buliser. 
5 Dans le cas oil la structure comprend un 

support et une plaque solidaire du support, les moyens 
d f application d'une tension d f 61ectron6bulisation 
peuvent comprendre le support, au moins partiellement 
elect riquement conducteur, et/ou la plaque au moins 

10 partiellement electriquement conductrice. 

Avantageusement, la plaque presente une surface 
hydrophobe au liquide a n6buliser. 

Les moyens d 1 application d'une tension 
d f electronebulisation peuvent comprendre un fil 

15 electriquement conducteur dispose pour pouvoir etre en 
contact avec ledit liquide a nebuliser. 

Les moyens d f approvisionnement peuvent 
comprendre un tube capillaire. lis peuvent comprendre 
un canal realise dans un microsystdme supportant ladite 

20 structure et en communication fluidique avec la fente 
capillaire. 

Selon un mode avantageux, les moyens 
d f application de la tension (electrode, support, 
plaque, fil) permettent 6galement 1 Application des 
25 tensions necessaires pour tout dispositif plac<§ en 
amont en continuity fluidique avec l'objet de la 
presente invention . 

L f invention a aussi pour objet un procede 
de fabrication d T une structure 6tant une source 
30 d f electronebulisation, comprenant : 
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- la realisation d T un support a partir d f un 

substrat, 

- la realisation d f une plaque comportant 
une partie constituant une pointe plate et mince, 

5 ladite pointe etant pourvue d'une fente capillaire, 
pour vehiculer un liquide a n6buliser, pratiquee dans 
toute l'epaisseur de la pointe et qui about it a 
I f extr6mit6 de la pointe, 

- la solidarisatiori de ladite plaque sur le 
10 support, la pointe etant en porte-a-faux par rapport au 

support . 

Ce procede peut comprendre les Stapes 

suivantes : 

- la fourniture d T un substrat pour realiser 

15 le support, 

- la delimitation du support au moyen de 
tranch6es gravees dans le substrat, 

le depot , sur une zone du substrat 
correspondant a la future pointe de la structure, de 
20 materiau sacrificiel selon une epaisseur determin6e, 

- le depot de la plaque sur le support 
delimit e dans le substrat, la pointe de la plaque etant 
situ6e sur le materiau sacrificiel, 

- I 1 Elimination du mat6riau sacrificiel, 

25 - le detachement du support par rapport au 

substrat par clivage au niveau desdites tranches . 

L'etape de depot de la plaque peut etre un 
depot d f une plaque comprenant en evidement en 
communication fluidique avec la fente capillaire afin 

30 de constituer un reservoir. Le procede peut comprendre 
en outre une etape de d6p6t d'au moins une electrode 
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destinee a assurer un contact electrique avec le 
liquide a n6buliser. 

La source d f electron6bulisation selon 
1' invention peut etre utilis6e pour obtenir une 
5 ionisation d'un liquide par electronebulisation avant 
son analyse en spectromdtrie de masse. Elle peut aussi 
etre utilisee pour obtenir une production de gouttes de 
liquide de taille calibr6e ou Injection de particules 
de taille fixee. Elle peut encore s T appliquer a la 
10 realisation d f une 6criture mol^culaire a l f aide de 
composes chimiques. Elle peut encore s T appliquer a la 
definition du potent iel 61ectrique de jonction d'un 
* dispositif en continuite fluidique. 



15 BREVE DESCRIPTION DES DESSINS 

L f invention sera mieux comprise et d'autres 
avantages et particularity apparaitront a la lecture 
de la description qui va suivre, donn6e a tit re 
d'exemple non limitatif, accompagnee des dessins 
20 annexes parmi lesquels : 

- les figures 1A et IB sont des vues 
respectivement de dessus et de cote d'une source 
d'eletronebulisation selon la presente invention,, 

- la figure 2 est une vue en perspective de 
25 l T extr6mit6 de la pointe d'une source 

d 1 electronebulisation selon la presente invention, 

- les figures 3A a 3H sont des vues de 
dessus illustrant un proc^de de fabrication de la 
source d f Electronebulisation representee aux figures 1A 

30 et IB, 
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- les figures 4A et 4B illustrent une 
technique de clivage utilisable pour la mise en ceuvre 
du proc6d<§ de fabrication illustr6 par les figures 3A £l 
3H, 

5 - la figure 5 repr6sente un montage utilise 

lors d f un test au cours duquel une source 
d f electronebulisation selon 1' invention est associ6e a 
un spectrometre de masse, 

- la figure 6 est un graphe representant le 
10 courant ionique total obtenu au cours du test utilisant 

une source d 1 electronebulisation selon l f invention, 
dans le montage de la figure 5, 

la figure 7 est un spectre de masse 
obtenu au cours du test utilisant une source 
15 d f electronebulisation selon l 1 invention dans le montage 

de la figure 5, 

- la figure 8 represente un autre montage 
utilise lors d f un test au cours duquel une source 
d'eletronebulisation selon 1' invention est associ6e a 

20 un spectrometre de masse, 

- la figure 9 est un graphe representant le 
courant ionique total obtenu au cours du test utilisant 
une source d f electronebulisation selon l 1 invention, 
dans le montage de la figure 8, 

25 - la figure 10 est un spectre de masse 

obtenu cours du test utilisant une source 
d 1 electronebulisation selon 1 T invention dans le montage 

de la figure 8, 

- la figure 11 repr6sente un spectre de 
30 masse de fragmentation du glu-f ibrinopeptide obtenu 
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avec une source d f 61ectron6bulisation selon la pr6sente 
invention , 

- la figure 12 repr6sente un spectre de 
masse obtenu pour un digestat de Cytochrome C par 

5 1 1 intermtdiaire d f une source d f <§lectron6bulisation 
selon la presente invention, 

- la figure 13 est un graphe repr6sentant 
le courant ionique total obtenu au cours d T un test 
utilisant une source d 1 electrontbulisation selon 

10 l 1 invention, 

- la figure 14 represente un spectre de 
masse obtenu au cours d f un test utilisant une source 
dt £lectronebulisation selon la presente invention, 

- la figure 15 est un graphe represent ant 
15 le courant ionique total enregistre sur un spectromitre 

de masse de type trappe ionique lors d'un test en 
couplage utilisant une source d f 61ectron6bulisation 
selon la presente invention, 

- la figure 16 repr6sente le spectre de 
20 masse correspondant au graphe de la figure 15. 

EXPOSE DETAILLE DE MODES DE REALISATION PARTICULIERS 

La presente invention s' inspire de la 
structure et du mode de f onctionnement d'une plume de 

25 calligraphie. Les sources planaires qui font l'objet de 
la presente invention sont constitutes des mimes 
elements qu'une plume de calligraphie : un reservoir a 
liquide et une fente capillaire bidimensionnelle formee 
dans une pointe. La presente invention peut comporter, 

30 si cela est n6cessaire, une zone de contact 61ectrique 
sur laquelle est appliquee la tension ntcessaire a 
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l'etablissement d'un nebulisat. Cette zone de contact 
peut etre structuree avec des contacts multiples et 
independants et en particulier trois contacts 
correspondant a une electrode de travail, permettant 
5 egalement d'appliquer la tension d' electronebulisation, 
une electrode de reference et une electrode de mesure 
pour permettre la modification chimique par 
electrochimie en vue de favoriser le processus 
d' electronebulisation ou de l'etudier. Ces electrodes 

10 permettent egalement le controle du processus 
d' electronebulisation par synchronisation sur sa 
frequence propre. De meme que dans la plume de 
calligraphie, le liquide est amene par capillarity dans 
la fente vers l'extremite de la pointe de la structure 

15 de type plume ou il est ejecte. 1/ ejection a lieu non 
pas par action mecanique, mais sous forme de 
nebulisation par application d'une haute tension sur le 
liquide . 

Une source d T electronebulisation selon la 
20 presente invention est representee aux figures 1A et 
IB, la figure 1A etant une vue de dessus et la figure 
IB une vue de c6te. 

Cette source d' electronebulisation comprend 
un support 1 et une plaque 2 solidaire du support 1. 
25 Une partie de la plaque 2 forme une pointe 3 en porte- 
a-faux par rapport au support 1. La plaque 2 comporte 
en son centre un evidement 4 revelant la surface du 
support 1 et constituant un reservoir. Une fente 
capillaire 5, revelant egalement le support 1, relie le 
30 reservoir 4 a l'extremite 6 de la pointe 3 qui forme un 
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orifice d'6jection pour la source 

d' electronebulisation . 

Le fonctionnement du dispositif repose sur 
les principes enonces suivants . Le reservoir de liquide 
5 4 contient le liquide ou sert de transit pour 
1' alimentation en liquide. Le liquide est ensuite guide 
par la fente capillaire 5 en amont de laquelle est 
situe le reservoir 4 de liquide. La pointe de la 
structure permet 1' etablissement d'un electronebulisat . 

10 II en d^coule le mode de fonctionnement 

suivant. Le liquide d' interet est depose ou achemine 
dans le reservoir de liquide 4 par une methode 
adequate. II est guide vers I'extr6mit6 6 de la 
structure par capillarite. La source est amende sur son 

15 site d' utilisation (par exemple devant un spectrometre 
de masse) . Un potentiel est applique au liquide de 
facon a observer le nebulisat a l'extremite 6 de la 
pointe. 

La physique de la source ayant une 
20 geometrie de type plume repose sur les proprietes des 
materiaux qui la constituent et sur les dimensions de 
ses differents elements . La figure 2 represente une vue 
tridimensionnelle de la fente capillaire au niveau de 
l'extremite 6 de la pointe 3. 
25 Le role du reservoir 4 est de contenir le 

liquide a nebuliser et d' alimenter progressivement la 
fente capillaire 5. La topologie de la structure est 
bidimensionnelle. La plaque 2 est en un materiau a 
caractere hydrophobe, et m§me plus hydrophobe que celui 
30 constituant le support 1 supportant la plaque 2, 
materiau qui tapisse le fond du reservoir. Ceci permet 
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de lirniter les pertes de liquide hors du reservoir. II 
est int6ressant de noter a ce point que les liquides 
envisages pour la nebulisation seront a priori a 
caractere plutot hydrophile, tels que des solutions 
5 purement aqueuses ou mi-aqueuses mi-alcooliques, par 
exemple des melanges methanol /eau 50/50. 

La fente capillaire 5 et l'extremite 6 de 
la pointe 3 sont constitutes dans le materiau formant 
la plaque 2 et leurs dimensions sont determinees lors 

10 du procede de fabrication. Sur la figure 2 sont 
indiquees des dimensions a considerer pour le 
fonctionnement de la source d' electronebulisation : la 
largeur w de la fente, sa hauteur h et sa longueur 1. 
On suppose que du liquide est present dans la fente 

15 capillaire 5. Lorsque la source d' electronebulisation 
est presents en regard de la zone ou la nebulisation 
est souhaitee, l'effet de gravite sur ce liquide est 
negligeable. Les facteurs qui vont intervenir pour le 
remplissage de la fente capillaire par le liquide 

20 sont : 1' angle de contact (a) du liquide sur le 
materiau constituant la plaque 2, la tension de surface 
(y) du liquide et les dimensions (1 et h) de la fente 
capillaire 5. D'apres 1' equation 1, regissant l'effet 
de capillarite d'un liquide dans un tube capillaire, le 

25 cosinus de 1' angle de contact a doit etre positif pour 
observer l'effet de capillarite, et ceci, 
independamment de l'effet de gravite. 

, 2/COSa (Equation 1) 

K = — — 
pgr 
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ou (r) est le rayon interne du capillaire, 
(h r ) la hauteur dont monte le liquide dans le tube 
capillaire, (p) la densite du liquide, (a) est 1' angle 
5 de contact du liquide sur les parois internes du tube 
capillaire et (g) est 1' acceleration de la pesanteur. 



rcosa = y sr -r S i. 



(Equation 2) 



oti Ysv est la tension de surface a 
1 T interface solide-vapeur et y SL est la tension de 

10 surface £ l f interface solide-liquide. 

Tout d'abord, dans le cas oti ot < 90° (cos a 
> 0) , 1' Equation de Young (equation 2) implique que 
Ysv > Ysl et done que 1' interaction solide-liquide soit 
favoris6e comparee k celle solide-vapeur. Le terme r 

15 apparait dans 1' equation 1. De sa valeur depend 
1' observation ou non de l'effet de capillarity. Le 
terme r correspond au rayon du tube capillaire et, dans 
le cas du dispositif faisant l'objet de la pr6sente 
invention, a la dimension de la fente capillaire 5. Si 

20 le liquide p6netre dans la fente capillaire, il se 
forme un pont- liquide entre les deux parois de la fente 
capillaire. On peut ainsi definir un rapport de forme R 
pour la fente capillaire 5, correspondant au rapport 
h/w. II resulte de ce qui precede que R doit §tre 

25 sup^rieur & une valeur critique pour observer un effet 
de capillarity dans la fente capillaire 5 et pour que 
la formation du pont-liquide dans la fente capillaire 5 
soit favoris6e du point de vue <§nergetique . 
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Le dispositif de n6bulisation peut ou non 
inclure des zones conductrices (voir la figure 3H) . Ces 
zones conductrices si elles sont situ6es au niveau de 
reservoir de liquide 4 servent d' electrodes pour amener 
5 la tension de nebulisation. Par contre, si elles se 
situent au niveau de la fente capillaire 5, ces 
Electrodes serviront k modifier les espdces pr6sentes 
dans le liquide. Dans le cas d'une application de type 
dlectronebulisation avant analyse par spectrometrie de 

10 masse, des processus electrochimiques interviennent 
lors de l'ionisation des molecules. Les zones 
conductrices implantees de part et d' autre de la fente 
capillaire 5 au niveau de l f extr6mite 6 de la pointe 3 
permettraient de les etudier. Par ailleurs, ces 

15 phenom£nes conduisent k une augmentation du rendement 
d'ionisation et, de ce fait, £ une amelioration des 
conditions d' analyse. Dans le cas d'une application de 
type 6criture moleculaire, la presence d'une quantite 
plus importante d'especes radicalaires accroit la 

20 vitesse de gravure du substrat. 

N§anmoins, suivant la nature du mat6riau 
choisi pour r6aliser le support 1 de la source 
d f 61ectron6bulisation, ces zones conductrices, en 
particulier si leur role est d' amener la tension de 

25 nebulisation, peuvent ne pas Stre n^cessaires. En 
effet, si un mat6riau conducteur (metal, Si..) est 
utilise pour realiser le support 1 ou la plaque 2, la 
tension sera directement appliqu6e sur ce materiau 
conducteur. Enfin, un dispositif ne comprenant pas de 

30 zones conductrices et pour lequel les mat£riaux ne sont 
pas conducteurs peut- etre utilise en 
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electron6bulisation pourvu que le contact electrique 
soit realist via le liquide. Un fil m6tallique 
plongeant dans la solution & n6buliser, au niveau du 
reservoir 4 ou tout autre contact conducteur assurera 
5 ainsi le role d' application de la tension de 
nebulisation . 

Le dispositif peut §tre egalement connecte 
a une source d' alimentation en liquide en amont du 
reservoir 4, comme un capillaire amenant une solution 

10 provenant d'un autre appareil, d'une autre structure. 
Par exemple, pour une application de type spectrorn6trie 
de masse , le capillaire peut correspondre a une sortie 
de colonne de separation. Pour une application de type 
depot de gouttes de taille calibrde ou <§criture 

15 mol6culaire, ce capillaire amene le liquide vers le 
dispositif de nebulisation depuis sa localisation 
initiale. Ledit capillaire peut etre un capillaire 
classique commercial en silice fondue. II peut 
egalement etre un capillaire microf abriqu6, c T est-a- 

20 dire un microcanal integre sur le systeme supportant la 
source. Le capillaire peut etre une piste hydrophile 
mat6rialis6e sur le support 1. Dans ces deux derniers 
cas, la plaque 2 est int6gree sur un microsystdme 
fluidique et joue le rdle d' interface entre ledit 

25 microsysteme et le monde exterieur ou la solution 
sortant du microsysteme est utilis6e. Enfin, les 
propri6t6s conductrices du dispositif ou d'un de ses 
elements peuvent etre utilisees pour alimenter 
electriquement tout systeme en relation fluidique avec 

30 le dispositif. 
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De surcroit, lesdites plaques de type plume 
peuvent etre utilisees de fa?on isolee ou etre 
int6gr6es en grand nombre sur un m§me support, et ce, 
en vue de la parall61isation de la n6bulisation. Dans 
5 ce cas, lesdites plaques de type plumes sont 
independantes ou non les unes des autres et les 
solutions nebulisdes sont, soit les memes afin 
d'accroitre la nebulisation de ladite solution, soit 
differentes et, dans ce cas f les plumes fonctionnent de 

10 fagon sequentielle en nebulisation- L' integration 
desdites plaques de type plume peut etre realisee de 
fagon lineaire avec un alignement desdites plaques sur 
un cote du support ou de fagon circulaire sur un 
support rond- Le passage d'une source a 1' autre 

15 s'effectue alors respectivement par translation ou par 
rotation du support. 

Une large game de mat6riaux est 
aujourd'hui envisageable pour des fabrications 
microtechnologiques et en particulier de microsyst£mes 

20 fluidiques : verre, materiaux k base de silicium (Si, 
Si0 2 , nitrure de siliciurru..) , quartz, ceramiques ainsi 
qu'un grande nombre de materiaux macromoleculaires, 
plastiques ou elastomdres . 

La g6ometrie retenue pour la presente 

25 invention est compatible avec des fabrications 
utilisant tout type de materiaux, et ce, pour les 
differentes parties composant la source 

d f electronebulisation : le support 1, la plaque de type 
plume 2 et les zones conductrices . Le proced6 de 

30 fabrication technologique fait de plus intervenir un ou 
plusieurs autre (s) mat^riau (x) dont le choix est adapts 



WO 2005/046881 PCT7FR2004/050580 

40 

en fonction des mat§riaux retenus pour les elements 1, 
2 et 3. 

Un proc6d6 g6nerique de fabrication de 
sources d' 61ectronebulisation selon l 1 invention est 
5 represents aux figures 3A k 3H. Ce procedS de 
fabrication peut etre decoupS en sept etapes majeures 
qui sont detaillees ci-dessous, de fagon & etre 
applicable a n f importe quel type de materiau. 

La premiere etape de ce proced6 de 

10 fabrication est le choix du substrat destin<§ a 
constituer le support de la source 

d' 61ectron6bulisation. Ce substrat 10 (voir la figure 
3A) peut dtre en materiau macromoleculaire, en verre ou 
bien en silicium ou encore en m6tal. Dans le cas de cet 

15 exemple de realisation, c'est un substrat de silicium 
de 250 v™ d'epaisseur. 

Le debut du precede conditionne la fin de 
la fabrication des dispositifs d' electronebulisation . 
II s'agit de la materialisation sur le support du 

20 dispositif de lignes qui aideront au clivage du 
substrat afin de lib^rer la pointe de la source et 
permettre la n6bulisation . 

Selon la deuxieme etape , une couche 11 de 
materiau dit de protection est d£pos6e sur une partie 

25 du substrat 10. Le materiau de la couche 11 est choisi 
en fonction de la nature du materiau du substrat 10 de 
fagon qu T une attaque de la couche 11 n'affecte pas le 
substrat 10- Dans cet exemple de realisation, la couche 
de mat6riau de protection est une couche d'oxyde de 

30 silicium de 20 nm d'epaisseur. La couche 11 est 
d'Spaisseur variable suivant la nature des mat6riaux du 
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substrat 10 et de la couche 11. La couche 11 est 
soumise a une etape de lithographie destinee a r6v61er 
les zones du substrat cL attaquer pour d6f inir . des 
lignes de clivage d61imitant le support de la 
5 structure- Les zones correspondantes de la couche 11 
sont attaqu6es afin de fournir des fenetres 12 rev61ant 
le substrat 10 (voir la figure 3B) . Une fois ces zones 
du substrat r6v61ees, elles sont soumises a une attaque 
appropriee de fagon a mat6rialiser les lignes de 

10 clivage 13. Enfin, la couche 11 restante est 61imin6e. 
La figure 3C montre le resultat obtenu : les lignes 13 , 
constitutes de tranchees a section en V, d61imitant le 
support de la structure a obtenir. 

Au cours d'une troisieme 6tape, une couche 

15 de rnateriau sacrificiel est depos6e sur le substrat 10. 
Cette couche de rnateriau sacrificiel 14 permettra en 
fin de fabrication £ la pointe de la structure de 
surplomber son support avant l 1 operation de clivage. Le 
substrat 10 est recouvert d'une fine couche de rnateriau 

20 sacrificiel d'epaisseur suffisante pour que, aprds sa 
suppression, la pointe soit suf f isamment s6paree du 
substrat 10, mais ntanmoins suf f isamment fine pour 
pouvoir s'affranchir de tout probldme de contrainte et 
de courbure de la pointe en surplorab du support. Dans 

25 cet exemple de realisation, la couche de mat6riau 
sacrificiel est une couche de nickel de 150 nm 
d f 6paisseur . 

La couche de rnateriau sacrificiel est 
alors. soumise a une 6tape de lithographie et d' attaque 
30 appropriee afin de ne garder de ce mat6riau qu T une zone 
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14 correspondent a la pointe de la structure (voir la 
figure 3D) . 

La quatridme 6tape peut §tre mise en ceuvre. 
Le substrat 10 est alors recouvert d'une couche d f un 
5 materiau destinee a constituer la plaque de la 
structure. En fonction du materiau du substrat , le 
materiau de cette couche peut etre du silicium ou a 
base de silicium, un metal ou m§me un materiau de type 
polymere ou c6ramique. Dans cet exemple de realisation, 

10 la couche de materiau destinee a constituer la plaque 
est une couche de 35 pm d f 6paisseur en polymere SU-8 
2035 achet6 sous forme pr6-polymeris6e chez Microchem 
et polymerise par un procede photolithographique . 
L'6paisseur de cette couche est choisie de fagon 

15 appropri^e. De cette 6paisseur dependent en effet les 
performances en ionisation du dispositif de 
nebulisation, comme il a 6te expliqu6 pr£c<§derament . 
L'6paisseur de cette couche influence directement la 
hauteur h de la fente capillaire et, d'apres ce qui 

20 precede, plus h est grand, plus w doit etre grand afin 
de ne pas modifier le rapport R. Or, en fonction de 
1' application finale de la source de nebulisation, 
l'enjeu est de diminuer au maximum w afin d'accroitre 
les performances. En revanche, si l'6paisseur de la 

25 couche destinee k constituer la plaque est trop fine, 
la pointe en surplomb peut se courber une fois decoll6e 
du support du fait des contraintes exercees sur le 
materiau. I/homme de 1'art est en mesure d' adapter le 
present cahier des charges en fonction de la nature du 

30 materiau de cette couche et ainsi de definir 
l'epaisseur optimale de materiau & d6poser. 
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Cette couche subit alors une etape de 
lithographie et une attaque afin de former la plaque de 
type plume 2, c f est-£-dire en plus de son encombrement, 
le reservoir 4, la fente capillaire 5 et la pointe 3 
5 - (voir la figure 3E) - Cette attaque est adaptee en 
fonction du materiau de la plaque. II peut s'agir d f une 
technique de gravure chimique, d f une attaque physique 
dans le cas d'un mat6riau a base de silicium ou d'un 
metal, d f une attaque physique ou d T une 

10 photolithographie suivie d'une revelation dans le cas 
d'un polym^re photolithographiable . 

La cinquidme 6tape peut alors etre 
entreprise. Une fois la plaque 2 form6e, la zone 14 de 
materiau sacrificiel sous la pointe 3 peut §tre 6t6e. 

15 Le materiau sacrificiel est ote par une attaque 
chimique appropri6e. La solution pour cette attaque 
chimique doit etre choisie judicieusement de fagon a ce 
que tout le mat6riau sacrificiel soit supprime sans que 
ni le support ni plaque ne soient affectes. Les 

20 mat^riaux de ces 6l6ments ne doivent done pas etre 
sensibles k cette solution chimique. On obtient la 
structure montr^e a la figure 3F. 

La sixieme 6tape concerne 1' implantation de 
zones conductrices sur la structure. Comme mentionn6 

25 prec6demment, cette 6tape n'est incluse dans le proedde 
de fabrication que s'il est pr6vu de telles zones 
conductrices . 

Que ces zones se situent au niveau du 
reservoir 4 (application de la tension de n6bulisation) 

30 ou au niveau de la pointe (electrodes d' Etudes physico- 
chimiques), le proc6d6 le fabrication est le meme. La 
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realisation des zones conductrices 3 au niveau du 
reservoir seule sera detaillee ici. 

Ces zones conductrices peuvent etre en 
metal ou en carbone. La structure est d'abord soumise a 
5 une etape de masquage afin que seules les zones 
correspondant a la formation des zones conductrices 
soient degagees . Le materiau conducteur choisi est 
alors depose par une technique de PECVD (deposition en 
phase vapeur par techniques de plasma chimique) sur la 

10 structure. Dans cet exemple de realisation, les zones 
conductrices sont en palladium et ont une epaisseur de 
400 nm. La figure 3G montre la structure obtenue. Deux 
zones conductrices 7 et 8 encadrent le reservoir 4 et 
permettent d'y appliquer un potentiel electrique. 

15 La septieme etape de ce procede de 

fabrication de la source de nebulisation est le 
detachement du support 1 par rapport au substrat 10 et 
notamment, la mise en surplomb de la pointe 3 par 
rapport au support 1 en utilisant les lignes de clivage 

20 13 materialises a la deuxieme etape de ce procede de 
fabrication. La structure obtenue est representee a la 
figure 3H. 

Une technique de clivage avantageuse est 
illustree par les figures 4A et 4B dans le cas de la 

25 mise en surplomb de la pointe. Un fil metallique fixe 
20 est place sous le support 1 au niveau des tranchees 
de clivage 13 realisees de part et d* autre de la 
pointe. Conjointement, deux forces sont exercees sur le 
substrat aux endroits indiques sur la figure 4A par des 

30 f leches. La separation prealablement effectuee de la 
pointe 3 par rapport au support 1 assure ainsi de ne 
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pas endommager la pointe lors de l'6tape de clivage. La 
figure 4B montre le clivage en cours de realisation. 

Ce proc6d6 de fabrication gen6rique est 
ensuite adapte en fonction des mat6riaux choisis pour 
5 chaque element de la source d l 61ectronebulisation. 

Le premier champ d' applications cibl6 par 
la presente invention est 1' 61ectronebulisation de 
solutions biologiques ou chimiques a analyser par 
spectrometrie de masse. La spectrometrie de masse est & 

10 l'heure actuelle la technique de choix pour 1' analyse, 
la caracterisation et 1' identification des proteines. 
Or, depuis la fin du decrypt age du g6nome, les 
biologistes notamment s' interessent de plus en plus k 
la proteomique, science qui vise k etudier et a 

15 caracteriser 1' ensemble des proteines d'un individu. 
Ces proteines, chez tout etre humain, sont presentes a 
raison de plus de 10 6 molecules differentes en incluant 
les modifications post-traductionnelles . Ce point 
justifie le besoin a l'heure actuelle, de techniques et 

20 d'outils d' analyse compatibles avec une automatisation 
en vue d' une analyse & haut debit, et ce, notamment 
pour la spectrometrie de masse du fait de sa pertinence 
dans le cadre de l'6tude des proteines. Les 
echantillons (ou solutions & analyser) dont dispose le 

25 biologiste sont souvent de taille restreinte 
(inferieure ou egale au 1 pL) et contiennent peu de 
materiel biologique, ce qui impose de travailler avec 
une technique d' analyse tres sensible et consommant peu 
d'echantillon. Ceci fait de la spectrometrie de masse 

30 avec une ionisation par nanoelectronebulisation une des 
techniques d' analyse les plus utilis6es pour la 
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caract6risation des prot6ines. Dans ce contexte, 
l'enjeu majeur est la diminution au maximum des 
dimensions de I f extr6mit6 de la pointe de la source- En 
effet, comme mentionne dans 1' introduction , il existe 
5 deux regimes d' 61ectronebulisation pour ce type 
d' application, le plus interessant en termes 
d' automatisation et de gain en sensibilite etant le 
regime de nanoelectronebulisation. Cependant, a l'heure 
actuelle, la vitesse d' analyse est limitee, le debit 

10 d' 6chantillons restreint du fait que la nanoESI-MS 
(pour "nano ElectroSpray Ionization - Mass 
Spectrometry") repose entierement sur des processus 
manuels. Les outils actuels ne se pretent pas & une 
analyse robotisee et automatis6e. Ce contexte explique 

15 les motivations pour le developpement de la pr6sente 
invention pour ce type d' applications . 

Le deuxieme type d' applications cibl£ par 
la presente invention est le depdt de gouttes calibrees 
sur une surface lisse ou rugueuse. Ceci est de prime 

20 int6ret pour la preparation de puces a ADN, a peptides , 
a PNA ou tout autre type de molecules. Ce type 
d' applications requiert un dispositif capable de 
ddlivrer du fluide sous forme discrete, des gouttes de 
liquide de taille calibree, la taille dependant le plus 

25 souvent de la resolution esp6r6e dans la preparation 
des plaques d' analyse. Plus les gouttes sont petites, 
plus leur depdt peut Stre rapproch6 sur la plaque et 
plus la densite en d6p6ts et done en substances a 
analyser est grande. Le dispositif faisant l'objet de 

30 la presente invention peut etre utilise a cette fin. La 
largeur de la fente capillaire 5, ainsi que la valeur 
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de la tension appliquee pour 1' ejection des gouttes 
conditionne la taille des gouttes 6jectees par ledit 
dispositif de nebulisation. Ainsi la resolution des 
plaques d f analyse peut-elle etre a jus tee en fonction de 
5 la largeur de la fente du dispositif. Enfin, la tension 
de nebulisation peut etre alternative et ainsi donner 
une vitesse de depot en gouttes /minute dependant 
directement de la frequence de la tension alternative. 
Le dep6t de gouttes calibr6es coirane presente ci-dessus 

10 peut §tre utilise pour la preparation de plaques 
d' analyse come les puces a ADN. II peut aussi etre 
applique a la preparation de cibles MALDI (pour 
"Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization" ) sur 
lesquelles les echantillons a analyser par 

15 spectrometrie de masse avec une ionisation MALDI ici, 
sont deposes de fagon discrete avant leur 
cristallisation et leur introduction dans le 
spectrom^tre de masse. Ainsi , le present dispositif de 
nebulisation ayant une geoitu&trie de type plume peut-il 

20 etre par exemple connecte en sortie de colonne de 
separation et permettre un couplage entre une technique 
separative et une analyse en ligne par spectrometrie de 
masse de type MALDI. Les gouttes de liquide enfin 
peuvent etre remplac6es par des cellules. Dans ce cas, 

25 les cellules sont de mSme ejectees de fa<?on discrete et 
depos6es par exemple sur une plaque en vue de 
1' Elaboration de puces k cellules. 

La troisieme application cibiee par la 
presente invention est l'6criture mol6culaire & des 

30 6chelles de l'ordre de la centaine de nanometres. A 
l'heure actuelle, ce type d' operations est realise a 
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l'aide de pointes de raicroscopie AFM, fonctionnant a 
l'aide d'un appareillage lourd et encombrant . 
L' Ejection du liquide repose sur une mise en contact ou 
quasi-contact de la pointe et du substrat de depdt dans 

5 le cas de l'AFM ou sur 1' application d'une pression sur 
le liquide. Une adaptation de cette technique est 
d'ejecter le liquide sous 1' action d'une tension et non 
a l'aide d'une pression ou d'une mise en contact. En 
effet, dans les deux cas, 1' ejection est provoquee 

10 lorsque les forces de tension du liquide au niveau de 
la pointe de la pipette sont « depassees » par une 
autre force appliquee a la colonne de liquide. Ceci est 
envisageable avec un dispositif d' electronebulisation 
ou la force electrique vient surpasser celle de tension 

15 du liquide et ainsi . engendrer la formation de 
gouttelettes . D' autre part, la formation d' especes 
reactives est intrinseque au processus 

d' electronebulisation. Cette technique d' ejection du 
fluide supprime tout appareillage complexe de 

20 production d' especes reactives comme des radicaux 
libres, tel qu'une decharge plasma ou micro-onde, en 
amont de la structure qui delivre le liquide. 

La presente invention peut done etre 
utilisee a de telles fins d' ecriture moleculaire sur un 

25 substrat lisse ou rugueux, la liberation de la solution 
d' ecriture (pseudo-encre) etant ici regie par 
application d'une tension. De meme que pour le premier 
champ d' applications, un enjeu majeur est de minimiser 
la taille de l'extremite de la pointe, cette dimension 

30 conditionnant la taille des ejections par nebulisation 
et par consequent la resolution esperee en ecriture sur 
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le substrat final. La largeur de la pointe est 
inferieure ou egale au micrometre. Un autre facteur 
influencant la taille des ejections et le debit de 
fluide est la tension de nebulisation appliguee au 
5 liquide. Enfin, la production d' especes reactives, si 
le dispositif est utilise pour dispenser une solution 
d'attaque du substrat, peut etre accrue avec 
1' implantation d' electrodes au sein de la structure de 
type plume qui delivre le fluide. Ces electrodes sont 
10 alors le siege de reactions electrochimiques conduisant 
a la formation d' especes reactives. 

On va maintenant s'interesser aux exemple 

suivants . 

15 Exemple 1 : Design de sources de 

nanoelectronebulisation microf abriquees selon la 
presente invention. 

Un premier exemple concerne les dimensions 
et les formes choisies pour realiser un dispositif de 

20 nebulisation comme decrit dans la presente invention. 

Ce premier dispositif presente de petites 
dimensions en sa pointe du fait du domaine 
d' applications vise, c'est-a-dire une 

nanoelectronebulisation pour 1' ionisation de solutions 

25 avant leur analyse par spectrometrie de masse. Le 
dispositif est realise conformement aux figures 1A et 
IB. Le reservoir 4 du dispositif a pour dimensions 
2,5mm x 2,5 mm x e (um) ou e est l'epaisseur de la 
couche de materiau utilisee pour realiser la plaque 2. 

30 La valeur de e est proche de celle de h, consideree ci- 
apres, l'epaisseur de materiau sacrificiel etant de 
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l'ordre de la centaine de nanometres. La largeur de la 
fente capillaire 5 est de 8 um a l'extremite 6 de la 
pointe 3. De la valeur de cette largeur de fente 
decoule l'epaisseur de la plaque 2 de fagon a observer 
l'effet de capillarite et la penetration effective du 
liquide dans la fente capillaire 5. Ceci est regi par 
la valeur du parametre R defini comme le rapport entre 
la hauteur h et la largeur w de la fente, R = h/w. II 
apparait que ce rapport doit etre superieur a 1 pour 
que l'effet de capillarite soit observe. Ainsi, 
l'epaisseur de la plaque doit-elle etre superieure a 
une dizaine de micrometres. Par ailleurs, pour 
s'affranchir des probl^mes de contraintes m6caniques 
qui se traduisent par un recourbement de la structure 
en extremite 6, cette epaisseur a ete fixee a 35 um. 

Exemple 2 : Fabrication des sources de 
design decrit dans 1' exemple 1 a l'aide des materiaux 

silicium et SU-8 . 
20 Le deuxieme exemple concerne la fabrication 

par microtechnologie des sources de ndbulisation, comme 
decrit dans 1' exemple 1. Les materiaux utilises sont le 
silicium pour le support 1 et la resine 
photolithographiable negative SU-8 pour la plaque de 
25 type plume 2. Le procede de fabrication decoule du 
procede decrit ci-dessus. II est adapt6 aux materiaux 
choisis . 

Un substrat de silicium oriente (100) et 
dope n, de 3 pouces, est recouvert d'une couche de 200 
30 nm d'oxyde de silicium (Si0 2 ) , puis masque par 
lithographie . La couche de Si0 2 est attaquee par une 
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solution acide de HF:H 2 0 sur les zones non masquees. Le 
silicium expose est ensuite attaqu6 par une solution de 
soude (KOH) de fatpon a mat6rialiser les lignes de 
clivage. Une couche de 150 nm de nickel est ensuite 
5 depos6e sur la surface de silicium par technique de 
pulverisation sous argon (Plassys MP 450S) . La couche 
de nickel est attaqude de fa<?on locale par 
photolithographie UV (resine positive photosensible 
AZ1518 [1,2pm], solution de gravure HNO3/H2O (1:3)) de 

10 fagon a ce qu' il ne reste du nickel que sous la pointe 
de la plume. Apres suppression de toute trace de resine 
photolithographiable, la plaque de silicium est 
deshydrat6e k 170 °C pendant 30 min, de fa?on k 
. optimiser 1' adhesion de la r6sine SU.-8 sur la surface 

15, de silicium. Une couche de 35 pm de resine SU-8 est 
etal6e sur le substrat de silicium a l'aide d'une 
tournette pour en homogen6iser l'epaisseur avant 
l'etape suivante de photolithographie. La plaque de 
type plume 2 est realisee dans cette couche de r6sine 

20 SU-8 a l'aide de techniques classiques de 
photolithographie UV. Apres developpement de la r6sine 
SU-8 avec le reactif approprie (acetate de l-m6thoxy-2- 
propanol, PGMEA) , la couche de nickel est attaquee avec 
la solution acide (HN0 3 /H 2 0) d^crite ci-dessus. Cette 

25 etape d'attaque chimique du nickel n'affecte pas la 
resine SU-8 meme si ce proced6 peut prendre plusieurs 
heures. Enfin, apres sechage du dispositif, le substrat 
1 de silicium est scie selon la technique illustr^e aux 
figures 4A et 4B. La technique utilis6e ici preserve la 

30 structure de la plume, comme cette derniere a 6t6 
auparavant decoll6e de son support. Une photographie de 



WO 2005/046881 



52 



PCT7FR2004/050580 



microscopie electronique a balayage (Hitachi S4700) de 
la source de nebulisation de type plume fabriqu6e selon 
ce proced6 confirme le d6collement correct de la pointe 
par rapport & son support. 
5 Le procede de fabrication decrit ci-dessus 

n'inclut pas la realisation d' electrodes . 

Exemple 3 : Design de dispositif d' ejection 
de particules d'une centaine de micrometres. 

10 Un troisierne exemple concerne les 

dimensions et les formes choisies pour realiser un 
dispositif d' ejection de particules ayant une taille 
d'une centaine de micrometres , comme d6crit dans la 
presente invention . 

15 ce dispositif presente des dimensions plus 

larges que celui d6crit dans 1' exemple 1. Ici, les 
dimensions de la fente de capillaire 5 et du reservoir 
4 doivent §tre compatibles avec la manipulation 
d'objets d'une centaine de micrometres. Du fait de 

20 cette gamine de dimensions, le dispositif d6crit dans 
1' exemple 3 s' applique 6galement a la manipulation de 
cellules de taille avoisinant 100 pm de diam^tre, pour 
la preparation de puces a cellules par exemple. 

Le reservoir 4 dudit dispositif a pour 

25 dimensions 1 cm x 1 cm x e (pm) ou e est l'epaisseur de 
la plaque 2. De meme que dans 1' exemple 1, la valeur de 
e est definie en fonction de la largeur de la fente 
capillaire 5 de fagon a avoir un facteur de forme R en 
l f extr6mite 6 de la plaque qui soit sup6rieur k 1. Les 

30 particules manipulees par ce dispositif ont une taille 
de la centaine de micrometres , done la fente capillaire 
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5 doit avoir une largeur superieure a 100 ]am. 
Cependant, les particules pouvant avoir tendance a 
s'agr6ger, cette largeur ne doit pas etre choisie trop 
grande. Elle est de preference voisine du double de la 
taille des particules manipulees. De ce fait, la 
largeur de la fente est fixee £ 150 pm, et l'6paisseur 
de la plaque k 200 pm. 

Le materiau retenu pour la fabrication de 
la plaque de type plume 2 est ici encore la resine 
photolithographiable negative SU-8 et le materiau 
choisi pour le support 1 est le verre. La resine SU-8 
est interessante ici pour la manipulation de particules 
comme les cellules , car ces cellules n' adherent pas sur 
ce materiau. De ce fait, le support 1 en verre est lui 
aussi couvert d'une fine couche de resine SU-8 afin de 
pr6venir toute adhesion non desir£e des cellules sur le 
dispositif. 

Exemple 4 : Test des sources de 
20 n6bulisation fabriquees selon 1' exemple 2 en 
spectrometrie de masse. I : Application de la tension & 
l'aide d'un fil de platine. 

L' exemple 4 est le test des sources de 
nebulisation fabriquees comme decrit dans l f exemple 2 
25 pour une analyse en spectrometrie de masse. Dans ce 
premier exemple, la tension de nebulisation est 
appliqu6e a du liquide £ n6buliser k l'aide d'un fil de 
platine plonge dans le liquide au niveau du reservoir 
comme illustre sur la figure 5. 
30 Le dispositif de nebulisation est plac6 sur 

une piece mobile 30 pouvant £tre d6plac6e en xyz. Cette 
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piece mobile 30 comporte une partie metallique 31 sur 
laquelle est appliquee la tension d'ionisation dans le 
spectrometre de masse 25. Le support 1 de silicium est 
precautionneusement isol6 de cette partie metallique 31 
5 lors de la fixation du dispositif sur ladite piece 
mobile 30 du fait des propri6t6s semi-conductrices de 
ce mat6riau. Le contact electrique entre la partie 
metallique 31 et le reservoir du dispositif est assur6 
& l'aide d'un fil de platine 32 introduit dans le 

10 reservoir et qui plonge dans la solution a analyser 33. 
La solution utilis6e pour les tests de nebulisation, 
une solution de peptide standard (Gramicidine S) , est 
depos6e dans le reservoir du dispositif et la pidce 
mobile 30 est introduite dans 1' entree du spectrometre 

15 de masse 25. Les tests sont effectues sur un 
spectrometre de masse de type trappe ionique de chez 
Thermo Finnigan (LCQ DECA XP+) . La tension est alors 
appliqu6e au liquide. Une camera installee sur la 
trappe ionique permet de visualiser la formation du 

20 cone de Taylor, une fois la tension appliquee. La fente 
capillaire a une largeur de 8 pra. 

La figure . 6 est un graphe representant le 
courant ionique total enregistrd par le spectrometre de 
masse pour une experience menee pendant 2 minutes avec 

25 une solution de Gramicidine S £ 5 pM et une tension 
d'ionisation a 0,8 kV. L'axe des ordonn6es reprdsente 
l f intensity relative I R . L f axe des abscisses represente 
le temps. La figure 7 correspond au spectre de masse 
obtenu avec une solution de Gramicidine S a 5 pM et une 

30 tension de 1,2 kV. Le spectre de masse a et6 moyenn6 
sur 2 minutes d' acquisition du signal soit 80 scans. 
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Exemple 5 : Test des sources de 
ndbulisation fabriqu£es selon 1' exemple 2 en 
spectrometrie de masse. II : Application de la tension 
5 sur le support en silicium 

L' exemple 5 est proche de 1' exemple 4, mais 
ici la tension n'est pas appliquee k l'aide d'un fil de 
platine mais en exploitant les propriety semi- 
conductrices du silicium. 

10 L' exemple 5 est done le test en 

spectrometrie de masse de sources de n^bulisation 
fabriquees selon 1' exemple 2 avec une application de la 
tension d' ionisation sur le materiau constituant le 
support 1 du dispositif de nebulisation . 

15 De m§me que pr6cedemment, le dispositif de 

nebulisation est fix6 sur une piece mobile 40 pouvant 
etre d6placee en xyz et comportant une partie 
m6tallique 41. Ici, le support 1 de silicium est mis en 
contact 61ectrique avec la partie metallique 41 de la 

20 pidce mobile 40 sur laquelle est appliquee la tension 
d' ionisation dans le spectrometre de masse 25. Le 
dispositif est fix<§ sur la partie mobile 40 k l'aide 
d'un ruban de teflon qui entoure le dispositif en amont 
du reservoir. Le test est conduit corame precederament 

25 aprds introduction de la piece mobile 40 dans la trappe 
ionique 25 et application de la tension. La fente 
capillaire possdde une largeur de 8 pm. 

Les tests ont 6te men6s avec un autre 
peptide standard le Glu-Fibrinopeptide B. Les tensions 

30 d' ionisation f ici, sont dans la meme gamme que 
precedemment, de 1 k 1,4 kV pour des concentrations en 
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peptide inf£rieures a 1 pM. La figure 9 repr6sente le 
courant ionique total mesur6 pendant 3 minutes 
d' acquisition du signal avec une solution i 0,1 pM et 
une tension de 1,1 kV. I R est l'intensite relative et t 
5 le temps. La figure 10 est le spectre de masse obtenu 
pour cette acquisition et moyenn6 sur la periode de 3 
minutes soit 120 scans- I R est l'intensite relative. 



Exemple 6 : Test des sources de 

10 n6bulisation fabriquees selon 1' exemple 2 en 
spectrometrie de masse. Ill : Experience de 
fragmentation (MS /MS) . 

L' exemple 6 est identique a 1' exemple 5 sur 
la fagon de conduire le test. Le montage de test est 

15 identique k celui de 1' exemple pr«£c6dent, le dispositif 
de nebulisatioh correspond a celui decrit dans 
1' exemple 1 et realise selon le proced6 de fabrication 
d6crit dans 1' exemple 2. La tension est appliqu6e 
directement sur le matferiau du support 1, le silicium, 

20 via la zone metallique 41 incluse sur la piece mobile 
40 introduite dans le spectrometre de masse 25 (voir la 
figure 8) . La fente capillaire a une largeur de 8 pm. 

La solution est la meme que pr<§c6demment, 
une solution de peptide standard, le Glu-Fibrinopeptide 

25 B a des concentrations inf6rieures ou 6gales & 1 pM. 
Ici, le peptide est soumis a une experience de 
fragmentation. Le peptide sous forme dicharg^e (M+2H) 2+ 
est sp6cifiquement isol6 dans la trappe ionique et est 
fragment^ (paramdtre d'6nergie de collision normalis6e 

30 de 30% f facteur deactivation de radiof requence fix6 a 
0,25) . 
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La figure 11 represente le spectre de 
fragmentation obtenu lors de cette experience avec une 
solution a 0,1 uM et une tension de 1,1 kV. I R est 
l'intensite relative. Le spectre a ete moyenne sur 2-3 
5 minutes d' acquisition du signal de nebulisation. Les 
differents fragments de MS /MS sont annotes avec leur 
sequence . 

Exentple 7 : Test des sources de 

10 nebulisation fabriquees selon l'exemple 2 en 
spectrometrie de masse. IV : Application a 1' analyse 
d'un melange biologique. 

L'exemple 7 est identique a l'exemple 5 
(meme dispositif fabrique selon le meme procede et 

15 teste dans les meme conditions avec application de la 
tension sur le support 1 en silicium) sauf que 
l'echantillon analyse ici n'est plus un peptide 
standard mais un melange complexe de peptides obtenu 
par digestion d'une proteine, le Cytochrome C. Ce 

20 digestat se compose de 13 peptides de longueurs et de 
proprietes physico-chimiques differentes. Ce digestat 
est teste a une concentration de 1 uM et avec une 
tension d'ionisation de .1,1-1,2 kV. La largeur de la 
fente capillaire est de 8 um. 

25 La figure 12 represente le spectre de masse 

obtenu pour le digestat de Cytochrome C a 1 uM avec une 
tension de 1,2 kV. I R est l'intensite relative. Les 
pics sont annotes avec la sequence du fragment ainsi 
que son etat de charge. Sur les 15 peptides, 11 sont 

30 clairement identifies lors de cette experience. 
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8 : Test des sources de 
nebulisation fabriquees selon l'exemple 2 en 
spectrom«§trie de masse. V : Alimentation dudit 
dispositif en continu a l'aide d'un pousse-seringue ou 
5 d f une chalne de nanoLC placfe en amont. 

L'exemple 8 est identique a l'exemple 5 
(meme dispositif fabriqu6 selon le m§me proc6d6 et 
teste dans les meme conditions avec application de la 
tension sur le support 1 en silicium) sauf que 
10 l'6chantillon analyse ici est amen6 sur ledit 
dispositif en continu par un capillaire connect^ k un 
pousse-seringue ou une chaine de nanoLC en amont. 

Pour le couplage a un pousse-seringue f le 
debit de liquide a et6 fix6 k 500 nL/min. La solution 
15 pour ce test est identique a celle de l'exemple 5, sauf 
que la concentration du peptide Glu-Fibrinopeptide B 
est ici de 1 pM et la tension de nebulisation a 6t6 
fixee a 1,2 kV. La largeur de la fente capillaire est 
de 8 pum. 

20 La figure 13 presente le courant ionique 

total enregistr£ lors d'un test de nebulisation men6 
sur une periode de 6 minutes dans lesdites conditions. 
I R est l'intensite relative et t le temps. La figure 14 
represente le spectre de masse correspondant et moyenn6 

25 sur cette periode d' acquisition de 6 minutes soit 240 
scans. I R est l f intensite relative. 

Le couplage a une chaine de nanoLC 
(chromatographie liquide a un d6bit de 1 a 1000 nL/min) 
a 6te effectu6 avec des conditions classiques de 

30 couplage entre une separation sur nanoLC et une analyse 
en ligne par spectrom^trie de masse sur une trappe 



WO 2005/046881 



59 



PCTYFR2004/050580 



ionique. Le debit de fluide est de 100 nL/rain, la 
tension d'ionisation de 1,5 kV. L' experience de 
separation est effectuee sur un digestat de Cytochrome 
C a 800 fmol/uL et 800 fmol de ce digestat sont 
5 injectes sur la colonne de separation. La largeur de la 
fente capillaire est de 10 um. La figure 15 repr6sente 
le courant ionique total detecte sur le spectrometre de 
masse lors de l'experience de separation. I R est 
l'intensite relative et t le temps. La figure 16 est le 
10 spectre de masse obtenu pour le pic indiqu6 sur la 
figure 15 au temps de retention de 23,8 min. II 
correspond a l'elution et a 1' analyse du fragment 92-99 
du Cytochrome C. I R est l'intensite relative. 
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REVENDICATIONS 

1. Source d 1 61ectron6bulisation comportant 
une structure comprenant au moins une pointe plate et 
5 mince (3) en porte-a-faux par rapport au reste de la 
structure, ladite pointe (3) etant pourvue d f une fente 
capillaire (5) pratiquee dans toute l'epaisseur de la 
pointe et qui aboutit & I f extr6mit6 (6) de la pointe 

(3) pour former 1' orifice d f Ejection de la source 
10 d f electronebulisation, la source comprenant des moyens 

d f approvisionnement (4) de la fente capillaire (5) en 
liquide & n^buliser et des moyens d 1 application d'une 
tension d T 61ectron6bulisation sur ledit liquide. 

15 2. Source d 1 Electronebulisation selon la 

revendication 1, caracterisee en ce que les moyens 
d f approvisionnement comprennent au moins un reservoir 

(4) en communication fluidique avec la fente capillaire 

(5) . 

20 

3. Source d T Electronebulisation selon la 
revendication 1, caract6ris6e en ce que la structure 
comprend un support (1) et une plaque (2) solidaire du 
support et dont une partie constitue ladite pointe (3) - 

25 

4. Source d T 61ectron£bulisation selon la 
revendication 3, caracterisee en ce que les moyens 
d 1 approvisionnement comprennent un reservoir (4) 
constitue par un evidement forme dans ladite plaque (2) 

30 et en communication fluidique avec la fente capillaire 
(5) . 
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5. Source d f electronebulisation selon l T une 
quelconque des revendications 1 & 4, caract6ris§e en ce 
que les raoyens d T application d'une tension 
5 d T electronebulisation comprennent au moins une 
electrode (7, 8) dispos<§e de fa<?on & etre en contact 
avec ledit liquide & nebuliser. 



6. Source d 1 Electronebulisation selon l'une 
10 quelconque des revendications 3 ou 4, caracterisee en 
ce que les moyens d 1 application d'une tension 
d 1 electronebulisation comprennent le support , au moins 
partiellement Electriquement conducteur, et/ou la 
plaque au moins partiellement Electriquement 
15 conductrice. 



7. Source d 1 Electronebulisation selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 4, caracterisee en ce 
que les moyens d r application d'une tension 
20 d T electronebulisation comprennent un fil electriquement 
conducteur (32) dispose pour pouvoir etre en contact 
avec ledit liquide a nebuliser. 



8. Source d f electronebulisation selon l T une 
25 quelconque des revendications 1 a 7, caracterisee en ce 

que les moyens d f approvisionnement comprennent un tube 
capillaire . 

9, Source d f Electronebulisation selon l f une 
30 quelconque des revendications 1 £ 7, caract6ris6e en ce 

que les moyens d 1 approvisionnement comprennent un canal 
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10 



realise dans un microsysteme supportant ladite 
structure et en communication fluidique avec la fente 
capillaire . 

10. Source d' electronebulisation selon 
l'une des revendications 3 ou 4, caracterisee en ce que 
la plaque (2) presente une surface hydrophobe au 
liquide a nebuliser. 

11. Procede de fabrication d'une structure 
6tant une source d' electronebulisation, comprenant : 

- la realisation d'un support (1) a partir 

d'un substrat (10), 

la realisation d'une plaque (2) 
15 comportant une partie constituant une pointe plate et 

mince (3), ladite pointe etant pourvue d'une fente 

capillaire (5) , pour vehiculer un liquide a nebuliser, 

pratiquee dans toute l'epaisseur de la pointe et qui 

aboutit a l'extremite de la pointe, 
20 _ la solidarisation de ladite plaque (2) 

sur le support (1) , la pointe (3) etant en porte-a-faux 

par rapport au support. 

12. Procede selon la revendication 11, 
25 caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- la fourniture d'un substrat (10) pour 

realiser le support (1) , 

- la delimitation du support (1) au moyen 

de tranchees (13) gravees dans le substrat (10) , 
30 _ ie depdt, sur une zone du substrat 

correspondant a la future pointe de la structure, de 
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matEriau sacrificiel (14) selon une Epaisseur 
determinee, 

- le depdt de la plaque (2) sur le support 
(1) delimits dans le substrat (10), la pointe (3) de la 
plaque (2) etant situee sur le matEriau sacrificiel 
(14), 

1 1 Elimination du materiau sacrificiel 

(14), 

- le detachement du support (1) par rapport 
au substrat (10) par clivage au niveau desdites 
tranchees (13) - 

13. Procede selon la revendication 12, 
caracterise en ce que l'etape de dep6t de la plaque (2) 

15 est un d6p6t d f une plaque comprenant en evidement en 
communication fluidique avec la fente capillaire (5) 
afin de constituer un reservoir (4) . 

14. Proc6d6 selon l'une des revendi cat ions 
20 12 ou 13, caracterise en ce qu f il comprend en outre une 

etape de d6pot d f au moins une Electrode (7, 8) destinEe 
a assurer un contact Electrique avec le liquide a 
nEbuliser . 

25 15. Application de la source 

d'ElectronEbulisation selon l T une quelconque des 
revendications 1 a 10 pour obtenir une ionisation d'un 
liquide par 61ectron6bulisation avant son analyse en 
spectrometrie de masse. 
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10 



30 
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16. Application de la source 
d'electronebulisation selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 10 pour obtenir une production de 
gouttes de liquide de taille calibree ou 1» ejection de 

5 particules de taille f ixee . 

17. Application de la source 
d'electronebulisation selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 10 a la realisation d'une ecriture 

10 moleculaire a l'aide de composes chimiques . 

18. Application de la source 
d'electronebulisation selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 10 a la definition du potent iel 

15 electrique de jonction d'un dispositif en continuite 
f luidique . 
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